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From the Department of Urology, Mie University School of Medicine
   In the present study the prognostic value of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) index 
and tumor DNA content were evaluated in 100 patients with renal cell carcinoma. The survival 
rate of patients with aneuploid tumors was not significantly different from that of those with 
diploid tumors. DNA ploidy could not be a prognostic factor. PCNA expression was determined 
by immunohistochemical staining using the  PCIO clone. PCNA indices ranged from 2.6 to 33.6% 
with mean indices of 10.2, 15.7 and 27.9% for grades 1 to 3. There was a significant difference 
between the indices of each grade of tumor. Patients with a PCNA index of less than 13.6% 
had a longer survival time than the patients having tumors with  d PCNA index of more than 
13.6%  (p<0.05). Furthermore, within the group of grade 2  tumors, patients with a lower PCNA 
index had a significantly better prognosis  (p<0.05). Our findings demonstrated that the PCNA 
index provides significant prognostic information for renal cell carcinoma. 
                                               (Acta Urol. Jpn. 41: 343-348, 1995) 










後期か らS期 にかけ て合成 され るDNApolyme-





い る腎細 胞癌 のパ ラ フ ィ ン包 埋 標 本 を 用 い,抗PCN・
A抗 体 で 染 色 し,あ わ せ てflowcytometry(以下
FCM)に よる核DNA量 解 析 の 測 定 を行 い,こ れ ら
のパ ラ メー タ ー の臨床 的有 用 性 に つ い て検 討 した の で
報 告す る.
対 象 と 方 法
対 象 症 例:1983年よ り1994年ま で に,当 科 に お い て
腎摘 出術 が な され,病 理 組 織 学 的 に腎 細 胞 癌 と診 断 さ
れ た100症例(男71例,女29例,16歳 ～88歳,平 均59.
2歳)を 対 象 と し た.腎 摘 出後 の観 察 期間 は1ヵ 月 か
ら127ヵ月(平 均37カ 月)で あ った.腎 癌 取 扱 い 規
約4)による組 織 学 的 異型 度 は,Gl:45例,G2:52例,
G3:3例 で あ り,Robsonのstage分類 はstageI:
69例,stageII=9例,stageIII:王7例,stageIV:
5例 で あ った.
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術 後補 助療 法 と して,stageI(69例)に対 して は,
9例 に α型 イ ンタ ー フ ェ ロン,1例 に5・FU系 制 癌
剤 が 投 与 され,59例 は 術 後経 過 観 察 の み で あ った.
stageII以上(31例)に 対 し て は,術 後 全 身 状 態 の
悪 化 した2例 を 除 く29例全 例 に α型 イ ンタ ー フ ェ ロ
ンを 中 心 と した補 助 療 法 が 行 われ た .stageIにお い
て,術 後補 助 療 法 を 行 った群 と術 後 経過 観 察 のみ の群
の5年 生 存 率 は それ ぞ れ100%,96.2%oで有 意 差 は認
めな か った.
標 本:す で に作 製 ず み の 各症 例 のHE標 本 よ り,
核DNA量 測 定 に 適 した 部 位 す なわ ち 壊 死 部 分 が 少
な く,癌 細 胞成 分 の密 度 の 高 い 部 分 を 選択 し た.そ
して,同 一 部分 のパ ラ フ ィン包 埋 ブ ロ ッ クを5μm,
50μmに 薄 切 し,そ れ ぞ れPCNA染 色,核DNA
量 測 定 に 用 い た.全 症 例 と も,標 本 摘 出 か ら固定 まで
の時 間 は 約2～3時 間 で,10%ホ ル マ リソ液 に て 約12
～24時間 固定 後 に パ ラ フ ィン包 埋処 理 され て いた .
PCNA染 色:PCNA染 色は,薄 切 片 を 型 通 り脱
パ ラ フ ィン し,0.3%H202液 に て 内 因性 ペ ル オ キ シ
ダ ーゼ 活性 を阻 害 し,10%正常 血 清 で非 特 異 的 反 応 を
防 い だ.一 次 抗 体 は 抗PCNAマ ウス モ ノ クロ ーナ ル
抗 体(DAKO社)を 用 い,50倍に 希 釈 し湿 室 内 室 温
に て2時 間 反 応 させ た.PBSに て 洗 浄後,ビ オチ ソ
化 二次 抗 体 と30分,調 整 済 み のABC溶 液 と1時 間,
い ず れ も湿 室 内室 温 に て反 応 させ た.最 後 に3,3'-D-
AB・H202液 で発 色 さ せ,核 染 色 に は ヘ マ トキ シ リ
ン液 を用 いた,陰 性 対 照 は,一 次 抗 体 の 代わ りに 同 量
のPBSを 反 応 させ,以 後 ま った く同 様 に処 理 した も
の と した.光 学 顕 微 鏡400倍下 でPCNA染 色性 が 最
も高 い領 域 を 選 択 し,異 な る数視 野 で1,000個の 癌細
胞 を観 察 し,全 観 察 癌細 胞 に 占め るPCNA陽 性 細 胞
の 割合 をlabelingindex(LI:%)として 箕 定 した.
核DNA量 の 測定:50μmの 切 片 を キ シ レンに て
脱 パ ラ,再 水 和 した の ち,Vinde1σvら5)の方 法 に 準
じ,ス ペ ル ミン を 含む0,25%trypsinにて37℃ で
一 昼 夜 イ ソキ ュ ベ ー トし,細 胞 分 離 と 裸 核 化 を 行 っ
た.さ らに,細 胞 浮遊 液 か ら組 織 片 や 大 きな 細 胞 集 塊
を除 く た め に50μmナ イ ロ ン メ ッシ ュ で 濾 過 し,
RNaseで処 理 後,propidiumiodideで核 のDNA
染 色 を 行 っ た.FCMは,FACScanTM(Becton
Dickinson社)を用 い,最 低10,000個の 核 を測 定 し,
DNAヒ ス トグ ラム と して 表 わ した.diploidstan-
dardとして は,凍 結 保 存 され た 正 常 腎皮 質組 織 を 用
いた.細 胞 周 期 の解 析 はcellFITcellcycleanaly-
sisversionl2を用 い て 行 った.測 定 した 検 体 の
DNAヒ ス トグ ラム のパ タ ー ソ よ り,2Cに 単 一 ピー
クを有 す る場 合 をDNAdiploidと 判 定 し,他 に 異
常 ピー クを 有 す る もの をDNAaneuploid.とした.
統 計 解 析=各 群 の有 意 差 検 定 に はt検 定,x2検 定 を




抗PCNA抗 体 に よ る呈 色 は 核 に 限局 し,び まん 性
も し くは 穎粒 状 に染 色 さ れ て い た(Fig.1).PCNA
陽 性 の 判 定 は,陰 性 対 照 を基 準 と し,こ れ よ りも強 い
染 色 性 を示 す も のを 陽 性 と した.対 象 症 例 全 例 に お い
てPCNA陽 性 細 胞 を 検 出 可 能 で あ り,LIは2.6～
33.6%の範 囲 で認 め られ,平 均13.6±6.8%(mean±
SD)で あ った.
2.Grade別PCNA陽 性 率(Fig.2A)
grade1,2,3それ ぞ れ のLIは10.2±5.1,15.7±
6.2,27.9±5.1%(mean±SD)であ った.gradeが
高 い ほ どLIは 高 値 を 示 し,各 群 間 に 統 計 学 的 有 意
差 を認 め た,
3.Stage別PCNA陽 性 率(Fig・2B)
stage別にLIを 比 較 した.stageI群は1L5±5.2
%(mean±SD)とLIは 低 か っ た のに 対 して,sta-
geII群 は14.7±5.0%,stageIII群は19・5±8・6%,
stageIV群は2L3±4.7%とstageが進 行 す る に従
いLIも 高 くな り,stageIII群,stageIV群は
stageI群に 対 し統 計 学 的 に有 意 に 高 値 を 示 した(P
<0ρ1).
4.DNAヒ ス トグ ラ ム
コ ソ トロ ール10腎で は全 例diploidを示 し,4Cの





























































































































(56%)に認 め られ た.100例中16例は2個 の検 体 で 測




例 中33例(63%),grade3では3例 全 例(100%)に
aneuploidを認 め,gradeの上 昇 と と もにaneuploid
占め る割 合 は 増 加 した が,統 計 学 的 有意 差 は認 症 例 の
め なか っ た.
6.Stageとploidy(Table2)
Ploidyと臨 床 病 期 との 関 係 を,Table2に 示 した.
stageII,III,IV群はstageI群に 対 しaneuploid
の比 率 が 大 きい傾 向 に あ った が,統 計学 的 有 意 差 は 認
め な か った.
7.Ploidy別PCNA陽 性 率







症 例 のLI=9.8±5.2%に対 し有 意 に高 か った(P<
0.Ol).
8.PCNA陽 性 率 と予 後(Fig.3)
100例のPCNAのLIは 正規 分 布 を 示 した た め,
全症 例 のLIの 平 均値13.6%を境 界 と し て2群 にわ
け,予 後 と の関 連 につ き検 討 した.LIl3.6%未 満 の
群55例の5年 生 存 率 は96%,1・Il3.6%以上 の群45例
の5年 生 存 率 は67.4%であ り,LI13.6%以上 の 群 は
有 意 に 予 後不 良 であ った(P<0・Ol)・ploidy別の 予 後
につ いて も 検 討 した が,aneuploid症例 が 予 後不 良
の傾 向 に あ った が,統 計 学的 有 意 差 は 認 め られ な か っ
た.
9.Stageと予 後(Fig.4A)
Stage別の5年 生存 率 は,stageI群:94 .9%,
stageII群=80%,stageIII君羊=66.1%,stageIV



















満 の群(30例,5年 生存 率95,5%)は,LIが13,6%以
上 の群(22例,5年 生存 率59.5%)に比 較 して,生 存 率
が有 意 に 高 か った(P〈0,05).Ploidypatternでは































計学 的 有 意 差 を 認 め た,
10.Gradeと予 後(Fig.4B)
Grade別の5年 生存 率 は,gradeI:87.5%,gra-
de2:78.7%o,grade3:0%であ り,grade3は
grade1および2に 対 し有 意 に 予 後 不 良 で あ った(P
/0.01).
ILPCNA陽 性 率 に よ り2群 に分 類 したgrade2
の生 存 率(Fig.5)
GraCle2の52例を,PCNAのLIの 平 均 値13.6%
で2t:ec分類 し,生 存 率 を 比 較 した.LIが13.6%未
PCNAは,cyclinとも呼ばれる核蛋白質で,細 胞

































められた.こ ういったPCNA染 色性の偏 りは腫瘍の






deが 重視 され て い る9).本検 討 に おい て もhighsta-
ge群 やhighgrade群は 有 意 に生 存 率 が 不 良 で あ っ
た.し か し組 織 学 的異 型 度 は必 ず しも客 観 性 の あ る分
類 とは いえ ず,正 確 に診 断 を下 す こ とは病 理 学者 に と
って も 困難 で あ る.し た が って,客 観 性 の あ る方 法 に
よ り悪 性 度 を 表 わ す こ とが 重 要 な課 題 で あ る.今 回 の
検討 で は,組 織 学 的 異 型 度 が強 くな るほ どPCNA陽
性 率 は 高 くな って い た.諸 家 の報 告 で も膀 胱 癌10),乳
癌11),悪性 リンパ 腫12)等に おい て 組 織 学的 異 型 度 が 高
い症 例 ほ どPCNA陽 性 率 も 有 意 に 高値 を 示 した と
され て お り,PCNA陽 性 率 が 癌 の 悪 性度 を測 る客 観
的 指標 と して応 用 で き る可 能性 が 示 唆 され て い る.
PCNA陽 性 率 と予 後 との関 係 に つ い て,Brettら13)
はPCNA陽 性 率18%o以上 の 群 は18%未満 の群 に 対 し
て 有 意 に予 後 が悪 く,さ らに 同一 のstageに おい て
も,PCNA高 値 群 は 低値 群 に対 し予 後 不 良 で あ る と
述 べ て い る.わ れ わ れ の結 果 では,PCNA陽 性 率 で
grade2群を予 後 の異 な る2つ のsubgroupに分 け
られ る こ とが示 され,PCNA .陽性 率 は 従 来 の病 理 組
織 学 的 な予 後規 定 因 子 を補 助 し うる,さ らに重 要 な予
後 規 定 因子 で あ る と思 われ た,
一 方FCMに よ るDNAploidypatternと予 後
との 関 係 につ い て,今 回 の検 討 で は,aneuploid群
が 予 後不 良 の傾 向 に あ った が,diploid群との間 に有
意 差 は認 め なか った.諸 家 の報 告 を 見 る と,Rainwa-
terら14)は10年生存 率 を検 討 し,diploidの62%に対
し,aneuploidでは37%であ った と し,DNAhisto-
gramは 予 後 を推 測 す るの に非 常 に 有 用 で あ る と述 べ
て い る.永 森 ら15)も同 様 に,50例で5年 生存 率 を 検 討
し,d三Ploidは93%であ る のに 対 し,aneuploidでは
55%と有意 に予 後 不 良 で あ る と して い る.こ れ に対 し
中野 ら16》は72例の検 討 で,DNAploidyは予後 とは 相
関 しな い と述 べ て お り,Ekoforsら17>は96症例 で5
年 生 存 率 を 検 討 し,diplo三dとaneuploidとの 間 に
お いて 有 意 差 は 認 めず,gradeが 最 も良 く予 後 を 反
映 す る と述 べ てい る.こ うい った 報 告者 に よる結 果 の
相 違 の 原 因 と して,同 一腫 瘍 内で の 組織 の多 様 性he-
terogeneityの問題 が あ る.そ の 重 要 性 につ い て す
で にLjungbergら18)や永 森 ら19)が報 告 し て お り,
Ljungbergらは 凍 結 標 本25例の検 討 で56%に,永 森
らは パ ラフ ィ ソ包 埋標 本30例 の 検討 で63%にDNA
heterogeneityを認 め てい る.そ の結 果,DNAploi-
dyの 正 確 な判 定 の た め に は,Ljungbergらは5検
体 以上,永 森 らは4検 体 以上 の測 定 が必 要 であ る と述
べ て い る,ま た,FCMに よ るaneuploidピー クは,



















腎 細 胞 癌100例を 対 象 と し,PCNA染 色,お よび
FCMに よ るDNAploidyの 解析 を行 い,病 理 組 織
学 的 所 見 お よび臨 床 経 過 と対 比,検 討 した.
1.PCNA陽 性率 は,gradc,stageと相 関 し,さ
らにgrade2群 を 予後 の異 な る2つ のsubgroupに
細 分 可 能 で,PCNA陽 性 率 は 従 来 の病 理 組 織学 的 な
予後 規 定 因 子 を補 助 し うる,重 要 な予 後 規 定 因子 で あ
る と思 わ れ た.
2.DNAaneuploid群はDNAdiploid群 に対
し予 後 不 良 の傾 向 に あ った が 有意 差 は認 め な か った.
腎細 胞 癌 に はDNAheterogeneityを示 す もの が あ
り,DNAploidy解 析 は,1腫 瘍 につ き1個 の検 体
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